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1．はじめに
　大豆を利用した日本古来の発酵調味　ぷ
料として味噌と醤油がある。味噌は大，
別すると，原料の麹の種類からは，米
麹味噌（例としては信州，越後味噌），
豆麹味噌（八丁味噌），麦麹味噌（田舎ぺ
味噌）に分類される。これらのうち85
％近くを占めるのが米麹味噌である。
その米麹味噌（以下，味噌）は蒸煮大
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豆と蒸米に麹菌を増殖させた米麹及び食塩を原料と
し，発酵・熟成して製造する。この発酵・熟成の過
程で，麹菌由来の酵素のほかに，酵母や乳酸菌など
の発酵微生物が関与して味噌特有の風味が醸成され
る。なお，味噌熟成に関与する酵母や乳酸菌は，味
噌という高濃度食塩含有培地に生育可能な耐塩性の
あるものに限られる。一方，醤油は通常，加熱処理
した脱脂大豆と小麦で製麹し，食塩を加えて，その
熟成に味噌と同じ種類の耐塩性酵母や乳酸菌が関与
して出来上がる。
　味噌の全国工業出荷量は，昭和48年（1973）の58
万トンをピークに年々減る傾向にあり，その一方で
市場は寡占化が次第に進行している。味噌製造の寡
占化は味噌の品質を画一的にするおそれがあり，そ
して，画一化された味噌の品質が，消費減少の新た
なる一因になると考えられる。味噌の消費減少に歯
止めをかけ，少しでもその消費を回復させるには，
差別化された品質の味噌や高品質の味噌造りが要求
される。また，近年，明らかにされつつある，味噌
の抗腫瘍性や血圧調節機能のほか，抗酸化性；乳化
性，香気吸着性等の種々の機能性を前面に押し出す
ことや，更に，醤油のごとく世界の調味料の域まで
　　に発展させることなどが考えられる。
　　　醤油は平成5年度では世界60ケ国に
ざ　輸出され，輸出高も22億円となったが
奄　（しょうゆ輸出実績　1994），味噌の輸
　・出は38ケ国で，そのj輸出高は8億円で
　箋　　あり（味噌輸出通関実績　1994），醤油
　　の域までに達していない。その原因と
　　して，醤油は液体，味噌は半固体とい
　　う大きな違いの他に，香気の違いがあ
　　げられる。醤油の香気は万人に受け入
れられる傾向にあるが，味噌の香気はその強い個性
故に，好悪両面を持ち合わせている。そこで，味噌
の香気成分及びその生成メカニズムを解明すること
は重要な意義があると考え，種々検討し報告してき
たト7）。
　その結果，味噌の香気は，（1）大豆や米などの原料
’に由来する香気成分，②A功θアg〃1μsoη斑θのi麹菌
酵素による原料の分解により生成される香気成分，
（3）耐塩性酵母や耐塩性乳酸菌などの発酵微生物によ
り生成される香気成分，（4）原料成分の熟成中及び加
熱処理に伴って化学的反応により生成される香気成
分などから成りたっていることが解り，更に，これ
ら要因のうち，発酵微生物，特に耐塩性酵母の関与
が味噌の香気付与あるいは矯正に不可欠であること
なども解った。しかし，その耐塩性酵母の香気付与
のメカニズムはいまだ詳細には解明されていない。
　耐塩性酵母により味噌香気付与のメカニズム究明
の方法としては，味噌仕込時に酵母を添加し熟成さ
れた味噌の香気を研究する方法がある8）9）。更に，麹
菌のみが味噌の熟成に関与する，いわゆる無菌醸造
味噌と麹菌の他に発酵微生物がその熟成に関与する
普通醸造味噌との比較による研究方法などがあ
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る3）4×1°）～12）。しかしながら，これらの方法では原料よ
りの麹菌酵素や酵母以外の微生物による香気生成
や，非生物的化学反応によって香気が生成されるた
め解析を複雑にしている。そこで，これらの方法に
加えて合成培地の使用などにより耐塩性酵母の香気
付与のメカニズムの究明も必要と考え，種々検討を
加えてきた13》～1η。なお，合成培地使用による；耐塩
性酵母の香気生成に関する研究は，アルコール類18），一
有機酸類19），含硫化合物のメチオノール2°）21）及び4二
Hydroxy－2（or5）－ethyl－5（or2）－methy1－3（2H）－
furanone（HEMF）22》等に関しての報告はあるが，い
まだ系統的な研究はみあたらない。
　本研究においては，食品香気を構成する揮発性成
分の分析法を確立するとともに23），味噌の原料配合
をもとに案出した合成培地を使用して，合成培地の
加熱処理や耐塩性酵母により生成されたり減少され
たりする揮発性成分について分析した。すなわち，
合成培地における揮発性成分の消長に対する耐塩性
酵母の役割について検討した。揮発性成分としては，
主に，食品香気の好悪両面に著しい影響を及ぼす揮
発性含硫化合物と揮発性有機酸を対象とした。更に，
耐塩性酵母や乳酸菌等の発酵微生物を関与させない
で，麹菌のみで製造した，いわゆる無菌醸造味噌を
はじめとして，種々の味噌中の香気成分を分析する
ことによって，味噌の香気成分と耐塩性酵母との関
連について究明した。
2．耐塩性酵母の培養法と揮発性成分分析法の確立
　味噌の原料として，大豆，米及び食塩が使用され
る6大豆には高濃度のタンパク質が含まれるため，
耐塩性酵母などが生息し，活動する場は窒素含有量
が格段に高い環境となる。そこで，味噌の原料配合
より，18種アミノ酸を窒素源とし，総窒素量に対す
るグルコース量（炭素源）が16になる合成培地を案
出した。この合成培地には12．5％の食塩も含まれる
・こともあいまって，耐塩性酵母の生育にはかなり厳
しい環境となる。そのため，実験にはこの合成培地
の他に，グルコース量／総窒素量が50になる合成培
地や食塩無添加の合成培地等も使用した。耐塩性酵
母として，赤色辛口味噌より分離された琢gosαε一
〇んαγo〃2夕6θ∫　㌘ozα∬s84（Zγo批∬s84）とCαη4i4α
oθ期τ〃‘sD－5（C％欝α’〃‘∫D－5）を主に使用し
た。前者は味噌熟成の全期間にわたり増殖する主酵
母であり，後者は味噌熟成の後期に増殖する後熟型
酵母である。これら耐塩性酵母の他に対照として，
非耐塩性の清酒酵母も使用した。耐塩性酵母は
10～20％の食塩存在下ではその生育がかなり遅く，
更に，供試酵母間にその生育の違いが認められるた
め，最適な培養期間の検討を行った。その結果，グ
ルコースの消費率が最高に達した期間が，耐塩性酵
母の生成する揮i藩性成分量も最も多い傾向にあった
ので 培養期間を炭素源であるグルコースがほぼ消
費しつくされた期間に設定した14》。
　なお，耐塩性酵母の培養期間を炭素源がほぼ消費
しつくされた期間にした場合，耐塩性酵母の菌株に
よってその培養期間が異なるため，培養容器の綿栓
口から培養溶液の減少量も異なることになる。また，
培養溶液が減少するということは，耐塩性酵母が生
成した香気成分も減少していることが考えられる。
そこで，12の三角フラスコの綿栓に替えてシリコ
ンゴム栓を用い，長さ40cmの保温剤で包んだ冷却管
を付属させた培養容器を作製した。そして，培養の
ための加温は艀卵器に替え，恒温槽を用いた。この
改良型培養容器を使用することにより，培養期間が
長期にわたっても，培養溶液の減少はほとんど認め
られなかった。
　揮発性成分の分析は主にガスクロマトグラフィー
　（GC）とガスクロマトグラフィー・マススペクトロ
メトリー（GC－MS）によった。　GC及びGC－MS分
析には試料の前処理，特に揮発性成分濃縮物の調製
が必要であった。そこで，試料中に窒素ガスを吹き
込み，試料中の揮発性成分をポーラスポリマー吸着
剤であるTenax　TAに捕集させる装置を組み立て
た（Fig．1）。そして，モデル溶液を用いて，量的に
再現精度の高い揮発性成分捕集条件を求めたうえ，
酵母無接種培地，酵母培溶液及び味噌中の揮発性成
分分析に応用した。
　また，この揮発性成分捕集装置の特徴として，試
料容器上端部及びTenax　TA管部の温度を試料溶
液部と同じか，少し高めに設定することにより，両
部における試料溶液由来の水蒸気凝縮が防止でき，
且つ，Tenax　TAへの水の捕集量は少なくGC－MS
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Fig．1．揮発性成分捕集装置（窒素ガスバージ法）
1，reducing　valve；2，　needle　valve；3，　automatic　temperature　regulator；4，
connector　for　different　diameters；5，gas　washing　bottle；6，ball　filter；．7，sample
solution；8，　water　bath　made　of　plastic　sheet；9，　magnetic　stirring　bar：10，
magnetic　stirrer；11，　stainless　side　port　needle；12，　GC　injection　rubber　plug；13，
trapping　column；14，　quartz　wool；15，　Tenax　TA；16，　glass　heating　tube；17，　rubber
tubing；18，　flow　meter；19，　constant　temperature　water　circulator；20，　heating
cable；21，　thermo・regulator；22，　air　circulator；23，　rubber　stopper；24，　thermometer．
分析に支障がなかった。この結果，GC及びGC－MS
分析時に，従来法で行われていたところの，Tenax
TAに捕集された水除去のための窒素ガス通気プロ
セスが省略できた23》。
3．耐塩性酵母による揮発性含硫化合物の生成と減
少
　合成培地の加熱殺菌や耐塩性酵母及び清酒酵母に
よって生成される揮発性成分を調べ，更に，その揮
発性成分のうち，揮発性含硫化合物と揮発性有機酸
について詳細に検討した。　　　∫
　供試試料中の揮発性成分として，量的にもっても
多かったのが，ethanol，3－methyl－1－bUtano1，2－
methyl－1－butano1，2－phenylethano1等を主体とす
るアルコール類であり，これらはいずれも酵母培養
液中でその生成が認められた。更に，これらアルコ
ール類の他に，エステル類，有機酸類，含硫化合物
類，アルデヒド類，ケトン類，ピラジン類等が酵母
無接種培地及び，または酵母培養液中の揮発性成分
として同定された。これら味噌香気成分のうち，揮
発性含硫化合物は味噌中では微量の存在ではある
が，’一般に感覚閾値が低く，特徴ある香気を有する
ことから味噌の品質に重要な役割を果たすと考えら
れる。
　そこで，味噌原料配合より案出したグルコースと
18種アミノ酸混合物及び食塩からなる合成培地を使
用して，耐塩性酵母と清酒酵母によって生成された
り，減少されたりする揮発性含硫化合物について検
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Fig．2．酵母無接種培地及び培養液中の揮発性含硫化合物のガスクロマトグラム
Co】umn：Shiiηadzu　fused　silica　capillary　column（CBP20－M25－025），　CBP20　corre・
sponding　to　polyethylene　glycol　20M，0．2㎜i．d．　x　25m．
Column　temp．：60℃－5min－60℃一（5℃／min）－200℃－7min－200℃
Detector：flame　photometric　detector（FPD），250℃　　　　　　　　　・　±
SCompounds：A，　dimethyl　disulfide；B，　dimethyl　trisulfide；C，　methiona1；D，3－
（methylthio）prgpyl　acetate；E，　Ihethiono1．
Table　1．酵母無接種培地及び培養液中の揮発性含硫化合物．（ng／100ml）α
Peak6　CompoumdNaC112．5％in　media
NaCl　O％in　media
Controlc　Zπ）zα∬　C．〃θ伶α∫i〃s　ContrOr　　Zγ02α∬　σ〃εγsα’『伝S6θπρるあθ
B
C
E
dimethyl　disulfide
dimethyl　trisulfide
methiona1
3－（metllyldlio）propyl　acetated
methionol
438×101
　　　860
670×103
　 　　　0
　　　　　0
　　　　25
　　　385
5×103
283×101
108×104
118×101
　　　615
570×103
　　　　　0
376×103
297×101
　　　780
772×103
　　　　　0
　　　　　0
　　　　35
　　　360
7×103
310×101
117×104
　　　’259
　　　660
77×103
6×101
855×103
　　　　51
　　　608
128×103
890×101
493×103
αDetection　by　flame　photometric　detector．
4Newly　identified．
bSee　Fig．2．　cNoninoculated　media．
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討した。その結果をFig．2とTable　1に示した。
　酵母無接種培地及び酵母培養液の両者に共通して
同定された揮発性含硫化合物は，dimethyl　disul・
fide，　dimethyl　trisulfide，3－（methylthio）propional・
dehyde（methional）であった。更に，酵母培養液では
これら化合物に加え，3－（methylthio）propyl　ace・
tate，3－（methylthio）－1－propanol（methionol）の生
成が認められた。酵母培養液中のdimethyl　disul－
fide，　dimethyl　trisulfide，　methionalの含有量は，
無接種培地での含有量の0．6～85．1％に減少した。培
養液中でのこれら化合物の減少率は，供試酵母のう
ち，Zγo批∬s84で大きかった。特に，食塩含有培養
液中で，グルコースの消費率が低く，生育がかなり
悪いにもかかわらず，Z力o批∬S84はこれらの化合
物を55．2～99．4％消滅させた。
　このように18種アミノ酸混合物を窒素源にした合
成培地中で，揮発性含硫化合物の生成と減少に対す
る耐塩性酵母の強い関与が認められた。そこで，そ
れらの揮発性含硫化合物の起源について検討するた
め，シスチン，メチオニンの含硫アミノ酸の他に，
アラニン，ロイシン，トレオニン，フェニルアラニ
ン，グルタミン酸及びアルギニンの各アミノ酸を単
一窒素源として，Z70批∬s84についてのみ実験を
行った。
　18種アミノ酸混合物を窒素源にした場合に認めら
れた揮発性含硫化合物のすべてが，窒素源メチオニ
ンの〃o批∬S84無接種培地及び／あるいは培養
液中で同定された。更に，前述の揮発性含硫化合物
に加え，Z箔o批∬S84によるethy13－（methylthio）
propanoateの生成も認められた。また，　methiono1
に関しては，メチオニン以外のアミノ酸培地からも
Z名o批∬S84による生成されることが認められた
が，量的にはメチオニンを窒素源にした培養液中で
圧倒的に多かった。
　以上の実験で同定された揮発性含硫化合物のう
ち，dimethyl　disulfide，　methiona1，　methionolが
味噌の香気成分として報告されている24）。これらの
化合物のうち，dimethyl　disulfideとmethiolalは味
噌原材料の加熱処理，熟成及び貯蔵中にメチオニン
より化学的に生成されると考えられるが，これら化
合物は不快臭を呈するので，酵母によって減少され
ることは望ましいと考えられる。更に，味噌懸濁液
の加熱でmethionalが生成されたり25），生醤油の加
熱でdimethyl　sulfide，　dimethyl　disulfide，　meth－
ionalなどが増加することから26），味噌や醤油を使用
しての加熱調理の際，これら揮発性含硫化合物が再
び増加することが推測される。また，著者らも生醤
油の加熱でmethionalの増加することを確認して
いる2η。これらのことから，味噌や醤油の熟成時に耐
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ塩性酵母がこれら揮発性含硫化合物を減少させるこ
とは一層重要であると考えられる。
　methionolは味噌28）や醤油29）の重要な香気成分の
一っであり，更に，耐塩性酵母によって生成される
揮発性含硫化合物の主体をなすことから，味噌熟成
に関与する耐塩性酵母の役割として重要である。
　以上のごとく，この実験では，耐塩性酵母と揮発
性含硫化合物の生成と減少に対する深い関わりにつ
いて解明した17）。
4．耐塩性酵母の生成する揮発性有機酸
　味噌の熟成過程において，耐塩性酵母は味噌香気
成分としての酸性物質の生成にあまり関与しないと
されている3°）。しかし，合成培地を使用して耐塩性酵
母培養液の香気を官能的に調べたところ，培養液を
pH　2に調整し，得られた減圧蒸留液の香気はほぼ
培養液の香気を再現したが，pH　7に調整し得られ
た留液からは土臭さやアルカリ臭が認められた。こ
れらのことから，耐塩性酵母培養液の香気において
酸性物質の重要性が考えられた。また，耐塩性酵母
の生成する総揮発性成分について検討した際，耐塩
性酵母の対照株として使用した清酒酵母が，耐塩性
酵母と異なり，η一hexanoic　acid，κ一〇ctanoic　acid，
η一decanoic　acid及びこれらのエステル類などを生
成することが判明した。これらの結果をふまえ，耐
塩性酵母の生成する揮発性有機酸（以下，揮発性酸）
について検討した。その結果をFig．3とTable　2に
示した。なお，実験法としてheadspace　volatiles
（HSV）法に替え，総揮発性成分から揮発性有機酸画
分を分画する方法を用いた。
　合成培地はグルコース（2％），大豆のアミノ酸組
成に基づく18種類のアミノ酸混合物（窒素として0．
04％），食塩（12．5％），ビタミン8種類，無機塩6
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Fig．3．．酵母培養液中の揮発性有機酸ブチルエステルのガスクロマトグラム
Column：Left：20％Silicone　DC・550，・3㎜i．d．×3m，　Stainless　steel．
　　　　　　Right：1．5％Silicone　OV－17，3‘㎜i．d．×2m，　Glass．
Columh　temp．：60℃一（6℃／min）－240℃．　Carrier　gaS：N2，50m1／min．
Injection　temp：270℃，　Detector：FID，300℃
D：Peak　of　dibutyl　ether．　Peak　no．：See　Table　2．
Table　2．酵母培養液中の揮発性有機酸
．Peak　no．
Compound（η・butyl　ester）GGMS Peak　area％c　on　20％Silicome　DC・550
DCαOV6 ZγozαガS84C．ρθτsα『〃まsD－5 C．ε’o舵〃s∫∫F－8 s．εεγθ〃ゴsらθ
1
2
3
4
5
5
6
6
7
8
8
9
9
10
11
12
13
1
2
3
・4
5
5
6
6
7
8
8
8
8
9
10
11
12
Acetate
Propionate
Isobutyrate
ηrButyrate
2・MethylbutanoateIsovalerate
2・Oxo・3・methylbutanoate
2・Hydroxy・3・methylbutanoate
力・Hexanoate
2・Oxo・3・methylpentanoate
2・Oxo・4・methylpentanoate
2・Hydroxy・3・methylpentanoate’
2・Hydroxy・4・methylpentanoate
η・OctanoateBenzoate
Phenylacetate
κ・Decanoate
皿known
十ば
十
十
十
十
十・
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
76．11
2．26
12．85
1．59
5．50
1．69
68．12
0．72
6，90
0．32
10．34
｝・・66
｝3・3・
｝2・35
0．09
1．06
6．14
25，95
0．29
8，06
0．34
32．38
｝・・29
｝4・94
｝14・3・
13．45
46．93
1．84
11．48
1．26
4．82
7．45
18．04
4．20
3．98
Total　area！ 2964 2963 13002 4775 1907
αon　20％Silicone　DC・550．　see　Fig．3（left）．　bon　1．5％Siqicone　OV・17．　see　Fig．3（right）．
crelative　area％to　total　area　except　solvent　and　dibutyl　ether．
争ositive　to　authentic　compoud．’tentatively　identified．ノDisc　integrater　unit．
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種類，pH　4．5よりなり，供試酵母として赤色辛口米1
味噌より分離された耐塩性のZ70批∬s84，　C〃ぴ
s誠伝D－5，Cθ励θ1お∬F－8め3株を使用した。
また，これら耐塩性酵母に加え，非耐塩性の清酒酵
母＆c％痂㌘RIB6002（協会7号）も用い，前述の
培地組成のうち食塩を含まない培地についても検討
した。これらの酵母が，炭素源であるグルコースを
ほぼ完全に消費しつくす時期まで30℃で静置培養を
行った。培養液はpH　2で減圧蒸留を行い，得られた
蒸留液はpH　10で濃縮後，常法により揮発性酸画分
を調整した。揮発性酸の同定は揮発性酸の％一ブチル
エステル化したものについて，GC及びGC－MSに
より行った。
　その結果，供試酵母に共通して生成が認められた
揮発性酸は，acetic，　propionic，　isobutyric，κ一butyr－
ic，2－methylbutanoic，3－methylbutanoic（isovaler－
ic）acidであった。更にCρθ符αr∫伝D－5，Cθ励θ1L
∫∬F－8の両株からは2－oxo－3－methylbutanoic輌2r
oxo－3－methylpentanoic，2－oxo－4－methyl－∋
pentanoic，2－hydroxy－3－methylbutanoic，2－
hydroxy－4－methylpentanoic　acidの生成を認めた。
また，2－hydroxy－3－methylpentanoic　acidの生成も
推定した。更に，C〃θ烈α∫伝D－5によりbenzoic
acidとphenylacetic　acid，清酒酵母によりη一hex－
anoic，η㊥ctanoic，η一decanoic　acidの生成も認め
られた。
　揮発性酸量は培養液の減圧蒸留液についてアルカ
リ滴定により培養液100ml中の酢酸として求めたが，
それはC〃θ欝αzi除D－5が27．0㎎，σ¢励θ〃s∬F－
8が11．7㎎，Z70批∬S84が2．5㎎，清酒酵母が1．6㎎
であった。σ〃硲αr〃るD－5の揮発性酸量は酢酸と
して培養期間中に消費されたグルコースの約2％に
相当した。揮発性酸の大部分がacetic　acidで約
26～76％を占め，ついで量的に多かったのが，
isobutyric，2－methylbutanoic，　isovaleric　acidな
どであった。
　2二〇xo－4－methylpentanoic　acidは生大豆のフレ
ーバー成分川として報告されているが，×豆を原料
とする味噌中には，この化倉物を含めいずれのオキ
ソ酸もヒドロキシ酸もその存在は報告されていな
い。また，味噌と同じく大豆を原料とし，同種の耐
　　　　　　　　（
塩性酵母がその熟成に関与する醤油中にも，これら
化合物の存在は報告されていない。しかし，本実験
でCαη直吻属からこれら化合物の生成が認められ
たことは，味噌，醤油中での存在が示唆される。ま
た，後述の実験で窒素源に分岐アミノ酸のバリン，
ロイシン，イソロシンを単独に用いた場合，C伽4鋤
属のみに限らずZm批∬S84によっても，これら枝
わかれのオキソ酸とヒドロ、キシ酸の生成を認めてい
る。一方，清酒では2－oxo－3－methylbutanoic，2－oxo
－4－methylpentanoic，2－hydroxy－3－methy1・
butanoic，2－hydroxy－4－methylpentanoic　acidのい
ずれもエスチルエステルではあるが，清酒の重要な
香気成分として報告されている32）33）。しかし，本実験
では清酒酵母＆cε箔⑳緬αθによるこれら化合物の生
成は認められなかった。清酒のこれら化合物のうち，
2－hydroxy－4－m thylpentan6ic　acidは∠4功ε惚〃俗
oη2αθによって生成され，清酒酵母自身はそのエチ
ルエステル化のみに関与していると報告されてい
る34）35）。これに対し，本実験での2－hydroxy－4－meth・
ylpen 　acidはCακ漉吻属自身により生成が
認められたので，酵母菌種間の差異として興味ある
結果である。なお，枝わかれオキソ酸に関しては，
パン酵母による生成の報告がある36）。
　以上の結果から，味噌の香気成分として報告され
ている炭素数2～5の直鎖及び分岐した揮発性酸や
benzoic，　phenylacetic　acidの生成に対する耐塩性
酵母群の関与を考察した。また，炭素数5，6の分
岐オキソ酸やヒドロキシ酸，benzoic，　phenylacetic
acid，炭素数6，8，10の直鎖の揮発性酸などの生成
に対して，供試酵母間の差異を認めた16）。
　っぎに，上記で耐塩性酵母により生成が認められ
た分岐オキソ酸やヒドロキシ酸及び芳香族有機酸の
起源を考察するため，バリン，ロイシン，イソロイ
シン，及びフェニルアラニンの各アミノ酸を単〒窒
素源とする合成培地を用いて検討した6供試酵母と
して，Zπ）批iis84とC〃θヵα’i1るD－5を用いた。他
の実験条件については，18種類アミノ混合物を窒素
源にした場合に準じた。
　両菌株の各窒素源の培養液に共通して，acetic，
propionic，　isobutyric，η一butyric　acidsの生成が認
められた。その他，両菌株に共通して，ロイシン及
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びイソロイシン培養液より，それぞれisovaleric
acid，2－methylbutanoiC　acidの生成が認められ，更
に，「バリンの培養液からは炭素数5，ロイシン及び
イソロイシンの培養液からは炭素数6の分岐オキソ
酸やヒドロキシ酸の生成を認めた。また，フェニル
アラ；ニンの培養液からはbenzoic　acidや
phenylacetic　acidの生成が認められた。　C　oε夕so斑s
D－5による揮発性酸の生成量は一部を除き，Z
η批ガs84のそれよりも多いことが認められた。ま
た，両菌株の各窒素源の培養液に共通して多かった
のが，acetic　acidであり，その他，バリン培地から
のisobutyric　acid，ロイシン培地からの2－oxo十
methylpentanoic　acidやisovaleric　acid，更に，イ
ソロイシン培地からの2－methylbutanoic　acidなど
が量的に多かった。これらの結果から，耐塩性酵母
により生成が認められた揮発性酸の起源が推定でき
た。
5．味噌の揮発性含硫化合物及び揮発性有機酸に対
する耐塩性酵母の関与
　合成培地を使用した実験で，揮発性含硫化合物及
び揮発性有機酸の生成や減少に対する耐塩性酵母の
重要な役割を明らかにした。本実験では種々の味噌
を用いて，味噌香気成分の分析を行い，味噌中に含
まれる揮発性含硫化合物や揮発性有機酸の生成に対
する耐塩性酵母の役割について検討した。
（1）味噌の香気成分
　麹菌のみが熟成に関与する，いわゆる無菌味噌と
熟成に麹菌の他に，耐塩性酵母や耐塩性乳酸菌等も
関与する普通味噌及び加熱処理した原材料を混合し
た仕込み直後味噌を調製し，香気，揮発性成分量，
静置した味噌懸濁液のヘッドガス中の香気化合物な
どを比較した。更に，普通味噌に存在する微生物，
特に耐塩性酵母群について検索することにより，香
気生成に対する麹菌酵素，非生物的化学反応，発酵
微生物などの役割を検討した。
　普通味噌に見られる微生物群は熟成中に正常に経
過し，耐塩性酵母群の主要菌種はZ箔o批ガであり，
後熟型Cακ㎡凌属酵母してC〃θ欝誠除，Ce励ε〃8ガ
もかなり存在した。
　香気の官能検査では無菌味噌と普通味噌は完全に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ識別ぎれ，普通味噌の方がより好まれたが，無菌味
噌を好む集団も有意に存在した。揮発性成分量は大
蔀分が普通味噌〉無菌味噌〉仕込み直後味噌の順で
あった。無菌味噌と仕込み直後味噌との差が特に大
きいのはbthanal，2－methylpropanal，2－（and／or
3－）methylbμtana1などのアルデヒド類であり○普通
味噌と無菌味噌との差の大きいのはアルコ「ル類，
エステル類一特に脂肪酸エステル，フェノール類，
ethanalであった。ヘッドガス分析によっても同二
の傾向を認め，特に耐塩性酵母の作用によって生成
したと考えられる種々の香気化合物が普通味噌にか
なりの量が含有されていた3）。しかし，揮発性含硫化
合物と揮発性酸に関しては，この実験では検出され
なかった。これは，静置された味噌懸濁液のヘッド
ガス中ではこれら化合物は濃度的に低いためと考え
た。以上のことから，無菌的熟成により生成した香
気化合物に，酵母を中心とした発酵微生物の作用で
生成した香気化合物が加わって味噌の香気が完成す
るものと考察した。
（2）味噌の揮発性含硫化合物
・一 d込み直後味噌，無菌味噌及び普通味噌を使用し
て，これら味噌中の揮発性含硫化合物について検討
した。その結果をTable　3に示した。
　仕込み直後味噌で認められた揮発性含硫化合物は
methional及びethyl　3－（methylthio）propanoate
であり，無菌味噌及び普通味噌ではこれら化合物に
加え，dimethyl　disulfide，　dimethyl　trisulfideも検
出され，更に，普通味噌では3－（methylthio）propyl
acetate及びmethiono1も同定された。これら化合
物のうち，methiona1，　dimethyl　disulfide，　dimethyl
trisulfideは，　Strecker分解などの化学的反応によ
り生成され，ethyl　3－（methylthio）propanoateは麹
や酵母，3－（methylthio）propyl　acetate及びmeth・
iono1は酵母の関与で生成されると考察した。また，
dimethyl　disulfide，　dimethyl　trisulfide及びmeth・
iona1の3化合物は，無菌味噌に比べ普通味噌に少
ない傾向にあり，これら化合物の減少に対する味噌
酵母群の関与が示唆された。
　無菌味噌と同様，麹菌以外の発酵微生物がほとん
ど熟成に関与しないと判断される白甘味噌や江戸味
噌，更に，耐塩性酵母を添加して製造される越後温
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Table　3．各種味噌中の揮発性含硫化合物（μg／1002）α
　　　　　　　〃22SO
Conven60nal
〃2‘SO
Sweet
white
勿£SO ”zzso@　brewing）　fermentation）
dimethyl　disulfide
dimethyl　trisulfidec
methional
ethyl　3－（methylth・
io）propanoatec
3－（methylthio）
propyl　acetatemethionol
＿b
0．6
17×10－3
27×10－3
　178
16×10－2　　　8×10－2
15×10－3・
18×10－3
　150
3．2
1．0
8．4
0．5
136×10－3
157×10－3
　318
0．4
2．6
19×10－3　　　24×10－3
62×10－3　　　34×10－3
　230　　　　327
1．7
2．0
85
2・1
1．0
14．8
αDetection　by　flame　photometric　detectoL　bNegative　detection．　cNewly　icdentified．
醸味噌及び越後天然味噌中の揮発性含硫化合物につ
いても検討し（Table　3），　dimethyl　disulfide．
dimethyl　trisulfide及びmethionalは化学的に生成
され，ethy13－（methylthio）propanoate，3－（met拓
ylthio）propyl　acetate及びmethionolは耐塩性酵
母の関与で生成されることを考察した。
　なお，味噌の揮発性含硫化合物として，dimethyl
trisulfideとethyl　3－（methylthio）propanoateをは
じめて同定した。
（3）味噌の揮発性酸
　越後温醸味噌の揮発性酸量をアルカリ滴定法で求
め，酢酸量として算出したところ，味噌100g中44．
0㎎であった。揮発性酸として，acetic，　propionic，
isobutyric，〃－butyric，2－methylbutanoic，　isovaler・
ic，　benzoic　acid等が同定され，量的には，　acetic
acidが圧倒的に多く，約81％を占めた。これら揮発
性酸は，4の実験で耐塩性酵母により生成されるこ
とを論述した。更に，4の実験では耐塩性酵母，特
に，C伽4鋤属によって，炭素数5，6の分岐オキ
ソ酸やヒドロキシ酸が生成されることを報告した
が，越後温醸味噌中では検出されなかった。これは，
供試味噌中のCαη砺吻属の生菌数や活動量が少な
く，分岐オキソ酸やヒドロキシ酸が生成されにくい
か，生成されたとしても極微量と考えた。
　そして，これら分岐オキソ酸やヒドロキシ酸は，
食品の香気成分として重要と考えられるので，
麺osα66肋名o〃2y6θs名o批∬と同様，　Cαη4況α属の味
噌製造への積極的な利用を提案する。
6．まとめ
　味噌は大豆と米を原料とし，麹菌や耐塩性の酵母
や乳酸菌などの発酵微生物の関与で造られる。その
味噌は栄養，嗜好，機能面で種々の特性を備え，次
世代に伝えなければならない日本の伝統的発酵調味
料の一つである。しかし，近年の日本の食生活の多
様化は，ご飯に味噌汁という形態を崩し味噌の消費
を減少させた。これを打破するには，日本の伝統的
発酵調味料の域から，醤油のごとく世界の調味料へ
の発展や種々の加工用の味噌の開発が考えられる。
そのためには，より嗜好性の高い香気を備えたもの
や，逆に，加工用には味噌臭さのない味噌等が要求
される。これらのことをふまえ，著者は味噌の香気
成分及びその生成メカニズムを解明することは重要
な意義があると考え，種々検討し報告してきた。特
に，味噌香気成分のうち，揮発性含硫化合物と揮発
性有機酸の生成と減少に対する耐塩性酵母の関わり
について検討した。これらの研究成果が，味噌ひい
ては醤油などの大豆発酵食品の発展にいささかでも
寄与できれば幸甚である。
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